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(54) Analogifremgangsmade til fremstilling af S-ade-
nosyl.methioninsa“e af oplesningen skilles det rene salt fra ved lyophilise-

(57) Sammendrag: ring.
Saltene, der er stsbile ved temperaturer op til 45 °C i
ubegransede tidsperioder, er praktisk taget ikke-toxiske
og finder anvendelse inden for den humane terapi.

ling af den stekiometriske mengde HX og en koncentrering
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Stabile S-adenosylmethioninsalte (SAM-salte) med formlen:

"d2

[ .
L) :
¥ | cty o
B W 4

S Mg
GGGl 05 y-5-0 0K
o% l i,

o

hvori X er en syrezkvivalent af en stark mineralsyre med

en pK-verdi mindre end 2,5, og hvori n er 4, § eller 6,
fremstilleo ved at lede en kencentreret vandig oplosning
af et rat SAM-salt igennem en svagt sur ionbytterkoleane
oy eluere SAM med en syre HX. £fter en nejagtig indstil-
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Den foreliggende opfindelse angar en analogifremgangs-
mdde til fremstilling af en hidtil ukendt klasse af S-
adenosylmethioninsalte (SAM-salte), som er sardeles sta-
bile ved forhesjede temperaturer og i praktisk talt ube-
grensede tidsperioder, og fremgangsméden ifeolge opfin-
delsen er ejendommelig ved det i krav 1's kendetegnende

del anferte.

Det er velkendt, at S-adenosylthionin er et produkt af na-
turlig oprindelse, som er tilstede i alle levende organis-
mer, i hvilke produktet syntetiseres aktivt ved hjalp af et
specifikt enzym. Produktet svarer til den felgende struk-

turformel:

NH

‘ 3
CH-CH—CH—CH—CH —S—CH -~CH —CH‘OOO

l |
-0OH OH I 'NHz

SAM deltager i et stort antal metaboliske processer af fun-
damental betydning for den menneskelige organisme, og en
mangel pé& denne forbindelse ligger felgelig til grund for

mange organiske forstyrrelser.

Selv om den biologiske betydning af denne forbindelse har
veret kendt i flere &rtier, har muligheden for at afpraeve
forbindelsen og dermed muligheden for at anvende forbindel-
sen som medikament ferst vist sig i de senere &r, hvilket
skyldes forbindelsens ekstreme ustabilitet ved temperatu-

rer over 0 OC.

Saledes lykkedes det faorst i 1975 for anssgerne at fremstil-
le et SAM-salt, som var tilstrekkeligt stabilt ved 25 °C
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" 4RSO.H eller SAM . 3RSO

2,5 valgt blandt HCl, H,SO, og H3PU .

149861

(USA patentskrift nr. 3 893 999) efterfulgt af et antal sal-

te, som udviste god stabilitet ved 45 °C (USA patentskrif-
terne nr. 3 954 726 og nr. 4 057 686 fra henholdsvis 1976

og 1977).

Nermere bestemt omtaler USA patentskrift nr. 3 893 999
forbindelsen SAM-tri-p-toluensulfonat, USA patentskrift
nr. 3 954 726 omtaler forbindelsen SAM-disulfat-di-p-to-
luensulfonat, og USA patentskrift nr. 4 057 686 beskriver
en gruppe af SAM-salte, som tilsammen kan angives som SAM.
3 3H, hvori RSO3

syreakvivalent, som kan vere delvis substitueret med en ak-

H angiver en sulfon-

vivalent svovlsyre.

I det sidstnazvnte USA patentskrift anferes det, at man
har forsegt at fremstille SAM-salte, som er stabile under
normale temperatur- og fugtighedsbetingelser. S&ledes har
man fremstillet chloridet og sulfatet af SAM, men disse
salte kan kun anvendes som reagenser inden for biokemien
og kun i meget kort tid, fordi de selv i ter tilstand kun

har en begranset stabilitet ved lave temperaturer.

Anssgeren var ikke i stand til at forklare &rsagen til,
at kun de salte, der specifikt var nazvnt i kravene i de
ovennavnte patentskrifter, var stabile, mens tidligere

fremstillede SAM-salte (nzrmere bestemt monochloridet og

“disulfatet) kun udviste en begranset stabilitet, nar de

blev holdt ved en temperatur pd 4 °C. Det var heller ikke

muligt at forklare, hvorfor tri-p-toluensulfonatet kun var
stabilt op til 25 °C, mens disulfat-di-p-toluensulfonatet

var stabilt op til 45 °C.

Det har nu overraskende vist sig, at det er muligt at op-
né stabile SAM-salte, nar SAM underkastes saltdannelse med

5 mol af en sterk uorganisk syre med en pK-verdi pa under

2774 4

Nermere bestemt har det overraskende vist sig, at hvis man
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danner salte imellem SAM og en af de ovennavnte syrer med
en pK-verdi p& under 2,5, opnar man et salt med maksimal
stabilitet, ndr dette salt indeholder 5 mol syre. Salte
indeholdende 4 eller 6 mol syre har en stabilitet, som

ganske vist er god, men som er betydelig mindre.

Salte, som indeholder 1-3 mol syre, er helt uacceptable
til terapeutisk anvendelse, hvilket skyldes, at de udsat-

tes for kraftig nedbrydning.

Det skal bemzrkes, at eftersom de hidtil ukendte salte fremstillet i-
folge opfindelsen alle finder anvendelse inden for den hu-

mane terapi, er tilstedevarelsen af selv smd procentdele
nedbrudte produkter uacceptabel, ikke blot pa grund af det
tilsvarende fald i aktiviteten, men ogsd (og i sazrdeleshed)
fordi denne tilstedevarelse angiver dannelsen af metabo-
litter, som har vist sig at vare lettere toxiske, og som

er i stand til at gribe ind i de biologiske processer.

Som et yderligere kendetegn ved den foreliggende opfindel-
se har det ogsd vist sig, at stabiliteten af de omhandlede
SAM-salte direkte pavirkes af omgivelsernes polaritet, og
i serdeleshed pavirkes saltenes stabilitet af den mangde
fugtighed, der er tilstede. Man har derfor fundet midler,

som kan reducere denne fugtighedsmzngde til verdier tet

pa nul.

Saltene fremstillet ifeslge opfindelsen har den almene for-

mel

L., NJ
| o

CH-—CH-CH—CH—CH ~5-CH ,~CH ~CE-C00 o 5X°

2 |
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hvori X er syreskvivalenten af HC1, HZSU4 eller H3P04“

I praksis har det vist sig, at X kun kan vare en akvivalent
af HC1, H2504 eller H3P04, eftersom eksempelvis HNO3 og
HClO4 er syrer, som er terapeutisk uacceptable pé& grund af

deres toxicitet, og HBr og HI kan ikke anvendes, fordi de

~udleser en demethylering af S5AM.

De syrer, som ifslge opfindelsen kan anvendes til frem-

stilling af saltene, har de feslgende pK-vardier:

HC1 pK < 0,5
H,50, :  pK £ 0,5 (1. trin); pK =1,92 (2. trin)
H;PO pK = 2,12 (1. trin)

4

De ifelge opfindelsen fremstillede hidtil ukendte salte
har vist sig meget nyttige inden for talrige omrader af

den humane terapi, eksempelvis som hepato-protektarer,

hvilket vil blive uddybet narmere i det feslgende.

Ifslge opfindelsen fremstilles saltene ved en fremgangsma-
de, der omfatter de felgende procestrin. Disse er alle kri-
tiske for opnéelsen af et produkt med en absolut konstant

og reproducerbar farmaceutisk renhed:

a) fremstilling af en koncentreret vandig oplesning af

et rat SAM-salt ved en vilkérlig kendt metode;

b) rensning af oplesningen ved chromatografi ved passage
af oplesningen igennem en kolonne indeholdende en svagt

sur ionbytterharpiks;

¢) eluering af SAM med en fortyndet vandig oplesning af

den snskede syre HX;

d) titrering af eluatet og justering af syremangden til
den nejagtige stekiometriske mengde i relation til den til-

stedevarende SAM;
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e) koncentrering af eluatet, og
f) lyophilisering.

Den vandige oplesning fremstillet i triﬁ (a) kan naturlig-
vis indeholde ethvert opleseligt SAM-salt, eftersom an-
ionen elimineres i den efterfelgende passage igennem ion-
bytterkolonnen, hvorved anionen ikke kan gribe ind i res-
ten af processen. Ved de normale processer, som omfatter
en koncentration og en ekstraktion af SAM fra ger, opnéar
man almindeligvis en oplesning, som indeholder SAM*-ioner

og SD4 -ioner.

I alle tilfelde indstilles oplesningens pH til en verdi
pd mellem 6 og 7, fortrinsvis 6,5.

Det chromatografiske rensningstrin (b) gennemferes for-
trinsvis ved brug af en ion%ﬁtterharpiks af typen Amber-
lite ® IRC50 eller Amberlite~CG50.

Elueringen i trin (c) gennemfores fortrinsvis ved brug af

en vandig 0,1 N oplesning af den enskede syre.

Hvis en titrering af eluatet (trin d) viser, at mezngden

af tilstedevaerende syreakvivalenter er mindre end den pa-
kravede mengde pd 5 ekvivalenter, hvilket er almindeligt, til-
sztter man en syremengde, som neje svarer til den pakrave-
de mengde, i form af en kommerciel koncentreret vandig op-
lgsning. Hvis det imidlertid viser sig, at der er et over-
skud af syre tilstede, elimineres dette overskud ved be-
handling af oplesningen med en starkt basisk ionbytterhar-

piks pad OH -form, eksempelvis AmberlitgaIRA-QUl.

I trin (e) koncentrerer man eluatet til en optimal verdi
for den efterfelgende lyophiliseringsproces, dvs. til en
verdi pa mellem 50 og 100 g/liter, fortrinsvis omkring

70 g/liter.
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Den afsluttende lyophilisering gennemferes ved sadvanlige
metoder, saledes at der opnéds et fuldstendigt krystallinsk

salt med en renhed pa 100%.

Hvis lyophiliseringen gennemfsres i narverelse af en eg-
net inert substans, opnar man et produkt med et mindre
indhold af residuel fugtighed, hvilket produkt derfor er

mere stabilt.

Mere specifikt har det vist sig, at lyophiliseringen ber
gennemf@res i nerverelse af mannitol, hvis det fremstille-
de salt tznkes anvendt pa en injicerbar farmaceutisk form.
Hvis saltet derimod tenkes anvendt til fremstilling af
orale tabletter, bsr lyophiliseringen gennemfgres i nar-

verelse af findelt kiselsyre.

Opfindelsen illustreres nazrmere ved de efterfoslgende ek-

sempler.

EKSEMPEL 1

110 liter ethylacetat og 110 liter vand sazttes ved omgi-
velsestemperatur til 900 kg ger beriget med SAM (6,88 g/kg)
i gverensstemmelse med Schlenk (Enzymologia, 29, 283,

(1965)).

Efter kraftig omrering i 30 minutter tilsettes 500 liter

0,35 N svovlsyre, og omrsringen opretholdes i yderligere

1,5 timer.

Blandingen filtreres, og resten vaskes med vand, hvilket
giver 1400 liter af en oplesning indeholdende 4,40 g/liter
SAM svarende til 99,5% af indholdet i udgangsmaterialet.

Til oplesningen sattes under omrsring 23 kg picroloninsy-

re i 250 liter methylethylketon.
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Efter henstand natten over skilles bundfaldet fra ved cen-

trifugering, hvorefter det vaskes med vand.

Bundfaldet opleses ved, at det under omrering ved omgivel-
sestemperatur udhaldes i 62 liter af en 1 N oplesning af

svovlsyre i methanol.

Efter frafiltrering af épor af uopleselige materialer sat-

tes 500 liter acetone til oplesningen.

Nar bundfaldet har sat sig fuldstendigt, dekanteres super-

natanten fra, og den uopleselige rest vaskes med en lille

mengde acetone.

Bundfaldet opleses i 800 liter destilleret vand, der til-

settes 2 kg affarvende trazkul, og blandingen filtreres.

Man fremstiller en kolonne indeholdende 200 liter Amberli-
te”IRC 50 harpiks pa H+—form, og denne kolonne vaskes om-

hyggeligt med destilleret vand.

Til den ovenfor opnéede vandige oplesning sazttes under
omrering 4,8 kg iseddikesyre, hvorefter en 2 N oplesning

af NaOH tilsattes, indtil der opnds en pH-verdi pa 6,5.

Oplesningen ledes igennem ionbytterkolonnen med en hastigh
pd 400 liter/time, hvilken hastighed holdes konstant un-

der hele processen.

Derefter gennemledes successivt 200 liter destilleret vand
1600 liter 0,1 M eddikesyre og yderligere 200 liter de-

stilleret vand.

Man eluerer SAM med 400 liter 0,1 N svovlsyre. De séledes
opndede 400 liter eluat indeholder omkring 4 kg SAM, og

eluatet koncentreres under vakuum til 60 liter.

149861
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Der tilsasttes 0,5 kg trakul, og blandingen filtreres. Der-

efter titreres oplesningen.

Man tilsatter koncentreret svovlsyre, indtil det molare

forhold imellem HZSD4

ningen lyophiliseres.

og SAM er 2,5:1, hvorefter oplas-

Man opndr 6,5 kg produkt med fslgende sammensatning:

saMt 61%; H,S0, 37,5%; H,0 1,5%.

Saltet har et krystallinsk udseende, og det er opleseligt
i vand i en udstrzkning pad mere end 20% under dannelse af
en farvelss oplesning, hvorimod det er uopleseligt i al-

mindelige organiske oplessningsmidler.

Tyndtlagschromatografi i overensstemmelse med Anal. Bio-
chem. 4, 16 - 28 (1971) viser, at produktet er fri for

urenheder.

I den nedenstiende tabel 1 er angivet analysedata, som stemmer overens

med en forbindelse med formlen

ClSHZZNGUSS' 2,5H2504. U,SHZO.
Den hidtil ukendte forbindelse er ogsa identificeret ved

en enzymatisk metode baseret pé& en enzymatisk methylering
af nicotinamid og guanidineddikesyre med SAM (G.L. Cantoni,
J. Biol. Chem. 189, 745 (1951); G. De La Hoba, B.A. Jamei-
son, S.H. Mudde, H.H. Richards, J. Am. Chem. Soc. 81, 3975
(1959)).

Man gentager den ovenfor beskrevne proces pa lignende ma-
de, idet man inden lyophiliseringen tilsaztter en mangde
svovlsyre, sdledes at molforholdet bliver 3:1 i forhold
til SAM. Herved opnds saltet SAM . 3H SO4 . D,7H20, hvis

2
analytiske data er anfert i tabel 1.
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Nar man pd tilsvarende made nedbringer det molare forhold

imellem HZSU4 og SAM til 2:1 inden lyophiliseringen, op-

ndr man saltet SAM . ZHZSU4 . 0,4H20, hvis analytiske

data er anfert i tabel 1.

EKSEMPEL 2

11,5 kg piéroloninsyre oplest i 100 liter isobutylalkohol
settes til 700 liter af en oplesning opndet ved lysering
af gerceller ved anvendelse af det samme rémateriale og

den samme metode som beskrevet i eksempel 1.

Efter henstand natten over skilles det dannede bundfald

fra ved centrifugering.

Bundfaldet opleses ved omgivelsestemperatur under omrering

i 31 liter af en 1 N oplesning af svovlsyre i ethanol.

Efter frafiltrering af en lille mengde uoplsselige mate-
rialer sazttes 250 liter diethylether til oplesningen.

Efter henstand filtreres blandingen, og det faste produkt

vaskes med en lille mengde ether. Produktet terres under

vakuum.

Det faste produkt opleses i 400 liter vand, og der tilszttes
1 kg affarvende trakul, hvorefter blandingen filtreres.

Efter tilsatning af iseddikesyre justeres pH-verdien til
6,5, og oplnsnlngen ledes igennem en kolonne indeholdende

AmberlltéalRC 50 som beskrevet i eksempel 1.

Man eluerer SAM fra kolonnen ved anvendelse af 200 liter

0,1 N saltsyre.

Den eluerede SAM koncentreres under vakuum til et volumen

pad 30 liter. Der tilssttes 0,25 kg aktiveret trzkul, og
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blandingen filtreres. Oplesningen titreres, og der tilsat-
tes koncentreret saltsyre i en mangde, der er tilstrakke-
lig til opnéelse af et molert forhold imellem HCl og SAM

pd 5:1. Oplesningen lyophiliseres.

Der opnas 2,8 kg produkt med felgende sammensatning:
SAM™ 67,6%; HC1 30,9%; HZO 1,5%.

Saltet har et krystallinsk udseende, og det er opleseligt
i vand i en udstrakning pa mere end 20% under dannelse af
en farvelss oplesning. Det er ringe opleseligt i alminde-

lige organiske oplesningsmidler.

Tyndtlagschromatografi som beskrevet i eksempel 1 viser,

at forbindelsen er fri for urenheder.

De analytiske data er anfert i tabel 1 og stemmer overens

med et produkt med formlen:

815H22N6055 . 5HCIL.
Den hidtil ukendte forbindelse er ogsd identificeret ved

den enzymatiske metode beskrevet i eksempel 1.

Ved at g4 frem som angivet i eksempel 1 er det muligt at
opnd salte svarende til forskellige grader af saltdannel-

se, i saerdeleshed fplgende salte:

SAM . 4HC1 . D,QHZD

SAM . 6HC1 . D,7H20

hvis analytiske data er anfsrt i tabel 1.

Den i eksempel 1 beskrevne fremstilling gentages med den

undtagelse, at der til oplesningen szttes 4,75 kg af en
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pyrogen mannitol inden lyophiliseringen. Derefter lyophili-

seres oplesningen pa sadvanlig made.

Tilsetningen af mannitol som stette for lyophiliseringen
gor det muligt at opna et produkt, hvis indhold af resi-
duel fugtighed er 0,1%.

Det pa denne mide opndede produkt er velegnet til omdan-

nelse til injicerbare farmaceutiske former.

EKSEMPEL 4

Man felger den i eksempel 1 beskrevne procedure, idet der
til oplesningen sattes 4 kg aerosil (pulveriseret kilsel-
syre) inden lyophiliseringen. Den resulterende kolloide

suspension lyophiliseres derefter.

Tilsetningen af aerosil som stette for lyophiliseringen
ger det muligt at opné et produkt, hvis indhold af residu-
el fugtighed er 0,2%.

Produktet opnédet pad den méde er egnet til omdannelse til

tabletter, der kan anvendes oralt.

EKSEMPEL 5

Man gentager den i eksempel 2 beskrevne procedure med
den undtagelse, at SAM elueres med en 0,1 M oplesning af

phosphorsyre og ikke med 0,1 N saltsyre.

Inden lyophiliseringen tilszttes en tilstrazkkelig mangde
koncentreret phophorsyre til opnéelse af et molart forhold
imellem H3P04 og SAM pa 5:1.

Der opnés 4,26 kg produkt med felgende sammensaztning:

SAM® 44,4%; HPO, 54,6%; H,0 1%.
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De analytiske data er anfsrt i den efterfelgende tabel 7

og stemmer overens med et produkt med formlen:

015H22N6055 . §H3P04 . U,SHZO
Tyndtlagschromatografi som beskrevet i eksempel 1 viser,

at forbindelsen er fri for urenheder.

Den hidtil ukendte forbindelse er ligeledes identificeret

ved den enzymatiske metode beskrevet i eksempel 1.

Ved at g& frem som beskrevet i eksempel 1 kan man opné
salte svarende til forskellige grader af saltdannelse, i

serdeleshed fslgende salte:

SAM . 4H3PUQ . U,4H20
SAM . 6H3P04 . 0,7H20

De analytiske data af disse salte er anfert 1 tabel 1.
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Man har gennemfert stabilitetsundersegelser af de frem-
stillede salte, og disse underssgelser foregik ved, at man holdt
produktet i en ovn med en fastsat temperatur pa 45 °C,
mens man pa bestemte tidspunkter malte det procentvise
indhold af residuelt salt. Forsegene blev gennemfort i
sammenligning med SAM. n HCl-salte, hvori n = 1,2 og 3,
fremstillet ved en kendt fremgangsméde (USA patentskrift
nr. 2 969 353) og i sammenligning med SAM. n,HZSUa-salte
hvori n = 0,5, 1 og 1,541igeledes fremstillet ved en kendt
fremgangsmade (tysk patentansegning nr. 1 803 978).

De efterfeolgende tabeller viser de procentvise indhold

af dekomponerede salte pé& de angivne tidspunkter:
TABEL 2

SAM. n HC1

Nedbrydning ved 45 °C efter
resterende 60 120 180 240 360
fugtighed dage dage dage dage dage

n
1 0,2% 100% 100% 100% 100% - 100%
2 0,5% 80% 100% 100% 10.% 100%
3 0,8% 30% 60% 80% 100% 100%
4 1 % % 10% 14% 17% 20%
5 1,5% - 1,5% % 4,5% 5%
6

2 % 5% 10% 14% 17% "~ 20%
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TABEL 3

SAM. n H SD4

15

resterende 60
n fugtighed dage

Nedbrydning ved 45 °C efter
120 180 240 360
dage dage dage dage

100% 100% 100%  100%
100% 100% 100%  100%
60% 80%  100%  100%
10% 14% 17% 20%
1,5% 3% 4,5% 5%
10% 14% 17% 20%

0,5 0,2% 100%
1 0,5% 80%
1,5 0,8% 30%
2 1 % %
2,5 1,5% -
3 2 % 5%
TABEL 4

SAM. 1,5 HZSUQ' n HC1l

resterende 60
n fugtighed dage

Nedbrydning ved 45 °C efter
120 180 240 360
dage dage dage dage

SAM. 2HC1. nH2504

1 1 0% % 10% 14% 17% 20%
2 1,5% - 1,5% 3% 4,5% %
3 2 % 5% 10% 14% 17% 20%
TABEL 2

resterende 60
n fugtighed dage

Nedbrydning ved 45 °C efter
120 180 240 360
dage dage dage dage

a,5 0,8% 30%
1 1% 5%
1,5 1,5% -
2

% 5%

60% 80% - 100%  100%
10% 14% 17% 20%
1,5% % 4,5% %

10% 14% 17% 20%

1498561
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Det procentvise resterende SAM-indhold pad de angivne tids-
punkter blev bestemt ved en ny metode, som beskrives i
det felgende, og som sikrer en maksimal mélensjagtighed
derved, at den ger det muligt at adskille SAM fuldstendig

fra samtlige mulige nedbrydningsprodukter.

I denne sammenhazng har det vist sig, at det med den hidtil
anvendte metode, som er baseret p& en analytisk kolonne
indeholdende en Doweg:kﬂ ionbytterharpiks (Schlenk og De
Palma: J. Biol. Chem. 229 (1957)), ikke har veret muligt
at foretage en fuldstendig adskillelse af SAM fra visse
nedbrydningsprodukter, i sardeleshed fra methylthioadeno-
sin, og at denne hidtil anvendte metode derfor ferte til
en fejl i bestemmelsen af stabiliteten af SAM. Forbindel-

sen forekom s&ledes at vare bedre, end den faktisk var.

Den benyttede metode til bestemmelse af SAM er baseret pa

en anvendelse af hsjtryksveskechromatografi (HPLC).
De anvendte analytiske betingelser var folgende:

- kolonne PARTISIL 10 SCX - 2,5 x 250 mm

- elueringsmiddel 0,1 M ammoniumformiat med pH 4,
indeholdende 20% methanol til HPLC

- stremningshastighed 1 ml/minut

- SAM retentionstid omkring 400 sekunder.

Fra de i tabel 2, 3, 4 og 5 anferte data er det klart, at
SAM-salte opndr den maksimale stabilitet, nar de indehol-
der 5 syreakvivalenter. Salte med 4 eller 6 =zkvivalenter

har dog ogsd en rimelig god stabilitet, hvorimod salte med
et mindre antal syreskvivalenter ikke finder praktisk an-

vendelse pa grund af deres mangel pa stabilitet.

Det fremgar ogséd klart, at stabiliteten fslger det samme
menster uafhangigt af den anvendte syre, forudsat at der

er tale om en syre med en pK-verdi p& under 2,5.
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Der har veret gennemfert stabilitetsunderssgelser ved brug

af den samme metode anvendt pd salte fremstillet i narva-

relse af en stotte for lyophiliseringen, i overensstemmel-

se med eksempel 3 og 4.

Resultaterne af disse bestemmelser er anfert i de efter-

felgende tabeller 6 og 7. Den drastiske reduktion i fug-

tighedsindholdet, som optrader, nar lyophiliseringen gen-

nemfores i nerverelse af en stette, fremgdr tydeligt sam-

men med den konsekvente totale stabilitet af saltene, som

o ° o
opnés pa denne made.

TABEL 6
SAM. 5 HC1
Resterende Nedbrydning ved 45 °C
fugtighed efter 360 dage
Lyophiliseret
uden stotte 1,5% %
Lyophiliseret med
mannitol +
(100 g SAM™+ 120 ¢
mannitol) 0,1% -

Lyophiliseret med

aerosil

(100 g SAM'+ 100 g

aerosil) 0,2%
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TABEL 7
SAM. 2,5 HZSO4
Resterende . Nedbrydning ved 45 °C
fugtighed efter 360 dage
Lyophiliseret
uden stoatte 1,5% 5%
Lyophiliseret med
-mannitol +
(100 g SAM™+ 120 g
mannitol 0,1% -
Lyophiliseret med
aerosil +
(100 g SAM™+ 100 g
aerosil) 0,2% -

Saltene SAM. 5 HC1 og SAM. 2,5 HZSU4 blev afprgvet i en
bredspektret farmakologisk undersegelse, og i alle til-
felde udviste disse salte sardeles interessante aktivitets-
og toxicitetskarakteristika, som var uafhangige af anionen
bundet til SAM. Det viste sig, at aktiviteten af de hid-
til ukendte salte i det vesentlige afhanger af den i or-
ganismen frigivne SAM*-ions evne til at virke som en do-
nor for methylgrupper som et naturligt substrat for et
stort antal transmethylase-enzymer, der katalyserer de
fundamentale reaktioner i lipid-, protid- og glucosid-

metabolisme.

Betydningen af de omhandlede salte udspringer sadledes i
det vesentlige af det faktum, at de gor S-adenosylmethio-
nin absolut stabil ved temperaturer op til 45 °C, sdledes
at det bliver muligt at udnytte denne forbindelses trans-~
methylerende virkning i den menneskelige organisme 100%,
uden at der opstar risiko for dannelse af toxiske nedbryd-
ningsprodukter, som p& negativ made griber ind i de biolo-

giske processer, der aktiveres af samM™.
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Toxicitet

Den akutte toxicitet bestemtes pd mus, og der opnéedes

felgende verdier for begge salte:

LD50 ved oral administration: > 3 g/kg

LD ved intravenss administration: 1,1 g/kg.

50
Der gennemfartes undersegelser af de tilladelige mangder
og den kroniske teoxicitet pé rotter af stammerne Wistar
og Sprague-Dovley, idet man indgav forbindelserne i mang-
der pa 20 mg/kg pr. dag i 12 méneder. Ved behandlingens
afslutning udviste de forskellige organer og systemer ik-

ke nogen patologiske andringer.

Man gennemferte underssgelser af teratogenesen hos kaniner
Nar indgav doser af saltene, som var 10 gange sterre end
de maksimale terapeutiske doser, var det ikke muligt at
iagttage nogen teratogene virkninger eller misdannende

virkninger pa fostre eller terminale fostre.

Intravengse indgivelser i doser pa op til 200 mg/kg gav

ikke nogen pyrogene udtryk hos kaniner.

Vensse indgivelser af forbindelserne i doser pa 40 mg/kg
til kaniner og rotter bevirkede ikke nogen =zndringer i
blodtrykket i halspulsdrene og heller ingen andringer 1
hjerte- og respirationsfrekvenserne, ligesom der ikke kun-
ne iagttages @ndringer i de elektrokardiografiske bille-

der.

Det har vist sig, at den lokale tolerance ved intramusku-
lere injektioner, ogsd efter gentagne indgivelser i 30 -

60 dage, og den lokale tolerance ved intravenese injektio-
ner i den marginale vene i sret hos kaniner er fremragen-

de.

169861
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Farmakologi

En lang rekke forseg ddf@rt.pé rotter har vist, at salte-
ne fremstillet ifelge opfindelsen udever en betragtelig beskyttende
og oplesende virkning pé steatosis hepatis (fedtlever)
induceret ved hjzlp af en hyperlipid-hyperprotein-diat

i overensstemmelse med Hahdlef, og ogsa pa steatosis in-

duceret ved akut alkoholforgiftning og ved forgiftning

‘med andre toxiske midler, ogs& nar der indgives doser pa

10 mg/kg SAM¥.

Ved eksperimentel hyperlipidemi hos rotter, f.eks. indu-
ceret ved hjelp af Triton S, har saltene ifelge opfindel-
sen udvist en meget ibjnefaldende hypolipidemisk virkning,
som set i relation til den anvendte dosis, narmere bestemt
10 mg/kg (igen udtrykt i SAMT), var meget mere intens end
i de tilfalde, hvor der anvendtes andre medikamenter med

hypolipidemisk virkning.

Hos kyllinger med atherosclerose, som var fremkaldt ved
hjelp af dister beriget med cholesterol og fructose, vis-
te det sig muligt ved parenteral indgivelse af forbindel-
serne ifslge opfindelsen i doser pad 10 mg/kg at reduce-

Te forekomsten af cholesterolemi, og det blev ogsd muligt

149861

at modificere de lasioner, som kunne iagttages hos kontrol-

dyrene, med hensyn til den thorakale og abdominale aorta

og med hensyn til de sm& kar i hjernens basis.

Med hensyn til phospholopid-metabolismen har det eksperi-
mentelt vist sig, at der sker en stigning i mengden af
phosphatidylcholin i levervavet hos rotter med ikke-kom-
penseret steatosis. Det var ogsd muligt at bestemme en
tydelig foregelse i indholdet af phosphatidylcholin péd be-
kostning af de hamatiske a-lipoproteiner i eksperimentel-

le endringer fremkaldt af B/a-lipoprotein-forholdene.

Alle disse forseg har klart vist en helbredende virkning
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af saltene fremstillet ifelge opfindelsen med hensyn til endringer

i lipid-metabolismen.

Et yderligere antal forseg udfert pad rotter har vist, at

en indgivelse af saltene fremstillet ifslge opfindelsen i doser pa
1 mg/kg bevirker en akkumulering af glycogen-reserverne

pd lever- og muskelniveau, hvilket kan eftervises sdvel

ved histokemiske metoder som ved kvantitative bestemmel-
ser. I en eksperimentel diabetes induceret af alloxan

kan den mengde insulin, som er nedvendig for at reducere
glykemi-verdierne til et normalt niveau, reduceres betrag-

teligt ved indgivelser svarende til 0,5 mg/kg SAM™.

Denne raekke af forseg har klart vist, at forbindelserne
fremstillet ifslge opfindelsen udviser en positiv virkning p& glucosid-

metabolismen.

Endelig har man behandlet rotter med eksperimentelt indu-
ceret hypodisproteinazmi med mengder pd 10 mg/kg SAM. Det
viste sig, at produktet bevirker en reduktion af de tota-
le proteinemi-verdier til et normalt niveau, idet der

sker en vasentlig foresgelse af albumin-niveauet, hvilket

efterviser en bemarkelsesverdig protein-anabolisk virkning.

Dette og andre tilsvarende forseg har eftervist, at forbin-
delserne fremstillet ifelge opfindelsen har en helbredende virkning

pd forstyrrelser i protid-metabolismen.

P& basis af de ovenfor beskrevne farmakologiske forseg og
p& basis af mange andre forsseg, som har gjort det muligt
at undersege virkningen af de omhandlede salte pé alle
niveauer i den menneskelige organisme, kan det sammenfat-
tende siges, at de hidtil ukendte produkters aktivitet er
klinisk fastsldet inden for hepatologien med hensyn til
akutte og kroniske leverforgiftninger, inden for neurolo-
gien med hensyn til virkningen som anti-depressive midler og

inden for osteologien med hensyn til virkningen pa rheuma-



10

15

20

1489861

22

toid arthritis.

De omhandlede forbindelsers virkning inden for en rzkke
andre omrader af den humane terapi er i sjeblikket under

udforskning.

Saltene fremstillet 1fslge opfindelsen kan indgives oralt, eller de

kan indgives ved intramuskuler eller intravenses injektion.
Blandt de andre mulige indgivelsesformer kan navnes stik-
piller, vesker til okular anbringelse, aerosoler og

formuleringer til topisk péfering.

Patentkrauv:

1. Analogifremgangsmade til fremstilling af S~adenosyl-

methioninsalte (SAM-salte) med den almene formel:

1 -
CH-CU—CH~CHE-CE_-S—CH, ~CH,_—-CH~C00 .+ 5X
‘ OH CH NE,

&
0 . .

hvori X er en syreakvivalent af HC1, HZSU4 eller ”3P04’
kendetegnet ved, at man renser en koncentreret
vandig oplesning af et rdt SAM-salt ved at lede oplesnin-
gen igennem en kolonne indeholdende en svagt sur ionbyt-
terharpiks, eluerer SAM med en fortyndet vandig oplesning
af den kravede syre HX, tilsatter den syremazngde, som er
nedvendig for nejagtigt at opné den stskiometriske mangde
svarende til det kravede salt, koncentrerer oplesningen og

fraseparerer det rene salt ved lyophilisering.
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2. Analogifremgangsmade ifelge krav 1, k e n d e t e g -
net ved, at pH-vardien af den vandige SAM-oplesning ju-

steres til mellem 6 og 7, fortrinsvis til 6,5.

3. Analogifremgangsméde ifplge krav 1, k ende t e g -
net ved, at oplessningen af syren HX, der anvendes som

elueringsmiddel, har en koncentration pa 0,1 N.

4. Analogifremgangsméde ifelge krav 1, k ende t e g -
n et ved, at den mengde af syren HX, som mangler for
at opnéd den stekiometriske mangde, sattes til eluatet 1

form af en kommercielt koncentreret vandig oplesning.

5. Analogifremgangsmade ifelge krav 1, k en d e t e g -
n et ved, at et eventuelt overskud af syren HX i elu-
atet i forhold til den stekiometriske mangde elimineres

ved hjelp af en staerkt basisk ionbytterharpiks.

6. Analogifremgangsméde ifelge krav 1, k endet e g ~
n et ved, at man koncentrerer eluatet til et indhold
af SAM p& mellem 50 og 100 g/liter.

Fremdragne publikationer:
DK ansegning nr. 3153/75 (patent nr. 144946).
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